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論文内容要旨
 近年腫瘍組織を破壊する目的で外科的に凍結処理を行なう手段が考えられ,、Gooperらほ特に
 中枢禅1『孟の新生物に対して凍結外科(CryOSUrαery)を応用してかなりの成績をあげてレ・る。
 われわれがたとえば四狡に発色した陣蕩の破壊を目的としてCryO8Urgeryを応用しようとす
 れば,当然それがOooperら¢1いうよ肛.簡単に締瘍を死滅せしめ得るか否かについて,更に確実な
 吟味の必硬性を感ずる。そこで私はラットのWalker腫瘍の移植定着率を指標として,凍結処理
 を行なった陣傷塊の移植能から藤瘍組織の生1存度を判定し,また凍結のくりかえしによる藤高塊の
 死滅の程度を追究し,特に竜子顕微鏡的観察を加えたので,組織学的にその結果につき報告する。
方法
 1.実験材料。Wa⊥kgr腫瘍を累代皮下皮下移植したものを用い,実験動物としては生後約2
 週,体重約8U9,雄のWi8ter系ラットを用いた。2,凍結処理。移植に用いる約馳頻の腫瘍塊
 15コを直径1σ肛の滅菌試験管の底に移し,滅菌綿で封じてdry一⊥Ce塊で冷却したビーカー内
 のhexan液に沈めた。里her且!is七erを試験管内の腫瘍塊の間隙に挿入して,マ分間で一7G
 ℃になるのを確認しそ一のまま5分間冷却した。屠鰭皐させる場合轄{邸監のbexanから試験管を引き
 上げ57℃の温水に浸した5C葺erlni8ter;が57℃になるのに平均2分ろD秒を要するので,それを含めて5
 分間温水浴を行なった。3凍結一角蜻皐の回数による実験'群の分類,予1襯験で1回だけの凍結処瑚璽瘍編畿の
 移植率がかなりの高度である事を知り得たので,何回の凍結←融解のぐりかえしによって腫瘍組織が死滅する
 かという,追求を行衆つた。すなわち,1)無処理の移植群,2)て回の凍結一融解後の移植群,5)
 2回の凍結一融解後の移械群というように凍結一融解の回数を増し,最高6回の凍結一融解後の移
 植群'までを検索,対照1)を加えた各群20匹のラットについて移植が成立するか否かについて観
 察を行なった。10週間に亘って,ll・苞瘍形成の状態,生存回数を観察し,死亡時の膿瘍死確認のた
 め剖検レこれを組織学的に確かめた。4.τrynan」bエue生体染色による組胞の生,死の判定。
 箇瘍細胞の生理的食塩水浮遊液を作りTrypan-b■ue染色を行なうと,生きた細!胞は輪廓が明瞭
 で胞体が染まらず輝いてみえ,死滅した姻胞はlfぐ染まる。各実験群につき腫瘍,細胞を1臼ooコ
 数え,凍結一融解の回数に応じた両者の比率を調べた。5,Hθmaじoxy■in-Eo6in標本`てよ
 る組織学的検索。各実験群の凍結処理回教に応じた陣場組織の破壊の程度について,光顕レベルで
 の破壊の様相を観察した。6.電子顕微撹的観察。各実験'群の繭瘍塊に対し電子顕微鏡レベルで細、
 胞漠、核膜かよび細胞内Organelleの変形,破壊について観察した。
 一245一
,,∴
 一〇
 ■
こ
丑
⊃
}
 )
ア
9
)
進
7
甚
。
 」
弓
一
層
田
結果
 1,移植率9対照実験1フに測る無処理の累代移植率は80%であった。凍結一融解の回・数が多
 くなるにつれて移植率は低下し,・1回から6回'ま'でのそれはそ'れそうれ,.6Q%,5%,10%,5%,
 5%,0%であった。2.生存日数:通常の移植による腫瘍死の転帰は平均299日で,て回の凍
 結腫瘍の移植が定着した12匹は平均56、5日,以下2回は45日,5回は34日,4回は51日,
 5.回は62日と回数がますにつれて生存日数がやや延長する傾向がみられた。5、Trypanb■一.
 ue染色による生,死細胞の判定3無処理め藤癌細胞においてもかなりの率で青く染まり,生きて
 いる細胞は60.ア%であった。凍結処理した細胞の生き残っている比率は1回から4回までそれぞ
 れ,1ZO%,5,2%,0.5%,0,2%,と順次低下し,5回,6回の凍結では生きた細胞は全く
 見当らなかった。4.H-E染色による形態学的変化二凍結一融解の回数が多くなるに応じて破壊
 の程度がi著しくなる傾向を示した。無処理すなわち非凍結のものでは細胞間隙はほとんどなく細胞
 胞体は一様に円形で淡く染まり,chrOma“茸は均等に分布して診り核小体が明瞭に認められる。
 数回凍結一融解を行なったものでは細胞間隙にひび割れ様空間が現われ,細胞胞体はまるくないも
 のが多くなり,核も変形して濃ぐ染まり,核小体も不明瞭と攻る。5.電子顕微鏡的観察言1回の
 凍結により細胞膜の不連続性や蛇行などの変化が一部みられ,核の輪廓の歪曲が所々に目立つよう
 になる。このような構造上の歪みは凍結を箪ねるに従ってはなはだしくなり,6回施行した標本で
 は,細胞膜構造は完全に破壊,消失し原形質内構造が混合1しヂ・小胞体や'ぬ蛮ocぬO且邑riaの破1
 壊も著しぐなる。
 考.』.察.
 多くのCryosロrgery'に関する論文の中で凝結一融解を数回くりかえすことが組織を破壊す
 るのにより効果的であると述べている報告が多いが,その原因かよび破壊の過程κついての報告は
 少ない。αi].■らはラットの肝臓にカニ旦一レを刺し液体窒素を環流して凍結一融解をく9かえす
 実験を行なった。そ・の実験の宇で斜司の凍結一融解1てより凍結する組織の直径はそ・の温度に半ψ一
 定していろが,数回くりかえすと・直径が2倍近く大塚くなる事を発翼、し,最初の凍結一融解による
 組織の・破壊で熱伝導・率が高ぐなるためだとしている。しかし悪件繭傷などの組織を完全に破壊する
 のに,1回の凍結一融解でよいのか数回を必要とすろのかという問i趣て直面する。本実験ではWa一
チ
 lker強瘍を用いて一79℃の⑪y-iceで珍艦一腰ξ糖Oかえ.し,6!増強うた時にはじめ
 て移植率が0%となった。これは凍結処理の反復によ銅測、弱細胞が.死滅ないし1献活力が減弱して'移
 植定着が不可能と攻つたものと考えられる。このことをすぐ人間の韻瘍にあてぱめるごとはもちろ
 んで鷺ないが,cryosurgeryを施行する場合1固の1嫌宝fl、独解では不十分で,数回これをく
 りかえナことの必要性を示唆するものと考えられろ。
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 等査結果の要旨
 太研究は近来eOOperらが特に中枢神経の新生物に対して応用している凍結外科(cryO-
 Surgerγ)を,四肢に発注した腫脇破壊の日的に応用せんとして,そのための基礎的研究を行
 なったものである。著者ぱラットのWalker腫瘍を使用,そ£)移植定着率を指標として凍結処
 理の方式をいろいろかズ.,1三,泓物性存嘆,並びに組磯学的,特に電子顕微鏡学的観察をも
 つて検討した。博に薯撤)方法としてdrγice塊で冷却したhexan液σ)中に,腫瘍塊を入れ・
 た試験管を挿入し,これが1分帰で}70。Cになるのを確認,その後凍結と融解を6回まで繰
 り返し,そ¢)ll欝夢)条件により,腫瘍¢)破壊度を比較検討した。すなわち各条件下に10週間に
 わたって腫瘍形成¢)状態,生存日数を観察し,喪た死亡1炸¢)1瞳瘍死を確認のためこれを剖検し,
 組織学的に検索したものである。1方Trアpan』blue生体染色による細胞の牛・死の判定を
 も行ない,腫瘍細胞の犀・死の比率を凍結,融解の回数に応じて調査した。これらの諸実験の結
 果,凍結,融解¢)回数が多ぐなるにつれて移植率が1氏下し,6回では移植率は0となること,ま
 た動物σ)生存日数がこ5)ぐりかえしの回数¢)増加に従って延長する傾向がみられることは想像の
 ごとぐであったが,Try'pan嶋blu,e染色1てよる細胞〔立)仕・死判定では凍結回数σ)増加とともに
 漸減し,5匠,6回の凍結では生きた細胞ぱまったく見当らなかったという事実を示し,このこ
 とは、諒床上に大きな示唆を与えるものである。またこのような処置に,妊る主要細胞の光顕的所見
 は回数の増加とともに次第に細胞のVita■i七yの低下を示すことは当然友がら,電子顕微鏡的
 観察で1回の凍結ですでに細胞膜の不連続性や蛇行など¢)変化が明瞭にみられ,核の輪廓の歪曲
 が目立ち,6回凍結をぐりかえした標六では・細胞膜構造が完全に破壊消失し・原形質内構造が
 混合し,小胞体やmi七〇Chond.riaの破壊も著しぐなっていることフ)きわめて顕薪なことは,
 実際応用、ヒにきわめて重要左所見として評価される。
 αillらがラット¢)肝脳に液体窒素を誤読して行なった実験でもその変化は報告されている
 が,しかし悪性腫瘍等の組織を完全に破壊するのに何回の凍然,融解のぐりかえしを必要とする
 かという問題は細胞の種類・性質,環境の如何に与り異なるとはい・え、きわめて重要な間縄を提
 起するもので,少なぐとも宏実験にお・けるWalker腫瘍を用いた場合には6回行なつた時には
 じめて移植箪がロとなり,腫瘍細胞の死滅ないし生活力の極端な減弱,ひいては移植冠着が不可
 能となる事実をつきとめている。このことを人間の腫瘍にすぐあてはめることはもちろんできな
 いが,今後ます注す応用範囲の拡大の予想されるcry・Osurgeryに対する4つの暴礎的実験デ
 ー タを提示するものとして,広論文は十分学位に値するものと認める。
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